
28

Генетическое типирование штаммов чумно-
го микроба в настоящее время активно реализует-
ся с привлечением различных подходов [2, 4, 5, 8]. 
Традиционные методы типирования чумного микро-
ба характеризуются различной, не всегда удовлет-
ворительной, разрешающей способностью [3, 9]. 
Поэтому актуален поиск оптимальных методов и вы-
бор наиболее удачного сочетания методов, на основе 
которых будет создан банк молекулярных портретов, 
позволяющий получать индивидуальные генетиче-
ские характеристики штаммов и максимально пол-
ную картину генетической вариабельности возбуди-
теля чумы. С помощью методов молекулярного ти-
пирования можно получить штамм-специфические 
характеристики микроорганизмов, которые при ис-
следовании вспышек инфекционных заболеваний 
позволяют устанавливать различия между клонально 
родственными (эпидемическими) и не родственны-
ми (спорадическими) штаммами, реконструировать 
пути распространения инфекции, определять источ-
ник инфекции [11]. Вычитающий рестрикционный 
фингерпринтинг относится к методам, позволяющим 
проводить типирование на основе ДНК полного ге-
нома бактерий и сочетает в себе преимущества ма-
крорестрикционного анализа и метода полиморфиз-
ма длин амплифицированных фрагментов (большое 
число разрешающих полос, высокая воспроизводи-
мость). По данным V.Terletski et al. [12, 13], метод 
находит применение для распознавания изолятов и 
субклонов, дифференцирования близкородственных 
видов и подвидов бактерий. ВРФ успешно приме-
нен для исследования источников и распространения 
изолятов Salmonella enterica subsp. enterica serovar 
Agona [7] и serovar Derby [6] в комплексной системе 
типирования, включающей определение плазмид-
ного профиля, фаготипа, паттернов устойчивости к 
антибиотикам, XbaI- и BlnI-макрорестрикционных 
профилей. Показано, что разрешающая способность 
ВРФ сопоставима с таковой макрорестрикционного 

анализа и зависит от выбора комбинации ферментов 
«детекции – вычитания» [10, 11, 13]. Высокие дис-
криминирующие свойства метода предполагают его 
перспективность для внутривидовой дифференциа-
ции штаммов чумного микроба. 

Метод вычитающего рестрикционного фингер-
принтинга основан на обработке геномной ДНК дву-
мя ферментами рестрикции, последующим мечени-
ем концов фрагментов нерадиоактивными метками, 
избирательном захвате и удалении биотин меченных 
фрагментов ДНК стрептавидин-магнитными части-
цами (рис. 1). 

«Детектирующий» фермент образует ТТАА кон-
цы, которые достраиваются дигоксигенин мечены-
ми нуклеотидами для последующей детекции, в то 
время как «субтрактивный» («вычитающий») фер-
мент образует GCGC концы, которые достраиваются 
биотинилированными нуклеотидами, что позволяет 
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Рис. 1. Схема вычитающего рестрикционного  
фингерпринтинга (из статьи [11])
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устранить данные фрагменты магнитными частица-
ми со стрептавидином. 

Обработка двумя рестриктазами, например, 
EcoRI (фермент детекции) и PauI (фермент вычита-
ния) обеспечивает образование трех типов фрагмен-
тов, которые отличаются по их концам: фрагменты 
первого типа имеют только EcoRI-концы, фрагмен-
ты второго типа – PauI-концы, а фрагменты третьего 
типа несут с одного конца PauI-участок, с другого – 
EcoRI-участок. Следующий этап – заполнение «лип-
ких» концов полученных фрагментов ДНК. В обра-
зец добавляют смесь нуклеотидов рекомендованного 
состава и фермент Кленова. Фрагменты типа 2 и 3, 
имеющие, по крайней мере, один конец с последо-
вательностью GCGC, включают биотинилирован-
ные dCTP и впоследствии удаляются связыванием 
со стрептавидиновыми магнитными частицами. Во 
фрагментах 1 типа оба конца помечены дигоксигени-
ном. Эти фрагменты остаются в супернатанте после 
этапа связывания с магнитными частицами, далее 
разделяются электрофорезом в агарозном геле, и, 
после переноса на нейлоновую мембрану, детекти-
руются иммунохимически анти-дигоксигениновыми 
антителами, коньюгированными со щелочной фос-
фатазой [11, 12]. 

Цель настоящей работы – выявление полимор-
физма геномов штаммов чумного микроба разного 
происхождения методом вычитающего рестрикци-
онного фингерпринтинга и получение их молекуляр-
ных портретов.

Материалы и методы 

В работе использован 101 штамм Yersinia pes-
tis разных подвидов, изолированных из природных 
очагов России и ближнего зарубежья. Штаммы по-
лучены из Государственной коллекции патогенных 
бактерий РосНИПЧИ «Микроб». Бактерии выращи-
вали в течение 18 ч на агаре LB (рН 7,2) при 28 °С. 
Выделение ДНК проводили лизоцим-фенольным ме-
тодом для грамнегативных бактерий.

Обработку рестриктазами проводили согласно 
протоколу, представленному в статье [12]. Реакцию 
заполнения липких концов полученных фрагментов 
ДНК проводили добавлением фермента Кленова 
(0,4 ед.) и 2 µl смеси dNTP (40 µM dATP, 40 µM 
dGTP, 2 µM Dig-dUTP, 2 µM Bio-dCTP) при комнат-
ной температуре в течение 10 мин. Не включившие-
ся нуклеотиды удаляли на колонках, заполненных 
Sephadex G-50 как описано [1]. Этап вычитания 
фрагментов рестрикции проводили с использовани-
ем стрептавидиновых магнитных частиц («Roche», 
Германия). Подготовка магнитных частиц, условия 
инкубирования реакционной смеси осуществляли 
согласно протоколу в статье [12]. После инкубирова-
ния микропробирки помещали в магнитную подстав-
ку («Amersham», Великобритания), отбирали супер-
натант. Далее образцы очищали от избытка солей на 
колонках, заполненных Sephadex G-50 и доводили до 

объема 10 µl в аппарате для лиофилизации («Alpha 
I-5», ФРГ). 

Образцы разделяли электрофорезом в пластинах 
1,2 % агарозного геля, в качестве маркеров молеку-
лярного веса использовали ДНК фага λ, обработан-
ную ферментами EcoRI - HindIII. После электрофо-
реза гель обрабатывали денатурирующим щелочным 
раствором, содержащим 1 М NаCl и 0,5 M NaOH и 
затем нейтрализовали раствором 1М NаCl и 0,5 М 
ТрисHCl до рН 7,5 в течение 30–40 мин. 

Перенос фрагментов ДНК на нейлоновую мем-
брану Hybond N+ («Amersham», Великобритания) в 
течение 1 ч осуществляли с использованием 10x бу-
фера SSC в приборе «Transvac» («Hoefer», США). 

Детекцию дигоксигенин-меченных фрагментов 
на мембране проводили коммерческим набором DIG 
DNA Labeling and Detection Kit («Roche», Германия) 
согласно протоколу. Полученные изображения ска-
нировали, сохраняли в формате TIFF.

Результаты и обсуждение 

Нами изучена возможность генетического типи-
рования штаммов чумного микроба методом вычи-
тающего рестрикционного фингерпринтинга, позво-
ляющим выявлять полиморфизм длины рестрикци-
онных фрагментов полного генома бактерий. 

Поскольку число фрагментов, оставшихся для 
электрофоретического разделения в геле, зависит 
от частоты расщепления ферментов детекции и вы-
читания, необходимо выбрать комбинацию фермен-
тов рестрикции, которая потенциально пригодна для 
ВРФ типирования чумного микроба. 

На первом этапе проведен поиск комбинации 
ферментов детекции и вычитания, дающей высокий 
индекс различия для штаммов чумного и псевдоту-
беркулезного микробов. Ферментом детекции была 
выбрана эндонуклеаза EcoRI по рекомендации ав-
торов метода [11]. Определение количества сайтов 
узнавания для ферментов вычитания проводили на 
известных нуклеотидных последовательностях ге-
номов штаммов чумного микроба биовара orienta-
lis (CO92, AL 590842), биовара medievalis (KIM, AE 
009952) и псевдотуберкулезного микроба IP32953 
(NC_006155) (база данных NCBI GenBank). Для этого 
в программе Gene Runner выбрана функция Analysis/
Nucleic acid/Restriction cites. Из представленного спи-
ска эндонуклеаз отобраны те, которые образовывали 
липкие концы из четырех нуклеотидов состава G/C. 
Всего было изучено 26 ферментов вычитания с раз-
личной частотой расщепления геномной ДНК чумно-
го микроба. Теоретически близкое и приемлемое для 
разделения и анализа в агарозном геле количество 
фрагментов (от 30 до 50) дают комбинации фермен-
тов EcoRI - Cfr10I, EcoRI - PauI, EcoRI - MluI, EcoRI - 
Eco52I, EcoRI - Kpn2I. Эти пары ферментов тестиро-
вали на 6 референтных штаммах чумного микроба: 
И3205 (основной подвид), 1146 (кавказский подвид), 
А1633 (гиссарский подвид), И2359 (алтайский под-
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вид), И3069 (улегейский подвид), А1814 (таласская 
группа). Со всеми парами ферментов выявлены вну-
тривидовые различия в количестве и расположении 
детектируемых полос. Однако при действии пары 
эндонуклеаз рестрикции EcoRI - Cfr10I наблюдали 
большое количество близко расположенных полос в 
треках, что затрудняло учет результатов, использова-
ние комбинации EcoRI - Kpn2I выявило незначитель-
ные различия между штаммами и также отмечалось 
большое количество фрагментов.

Для типирования расширенной выборки штам-
мов использовали комбинацию ферментов EcoRI - 
PauI, поскольку с данной парой рестриктаз получа-
ли оптимальную картину профилей. Анализировали 
четко дифференцируемые полосы в диапазоне 2000–
400 п.н. Полученные картины фингерпринтов рас-
пределения фрагментов ДНК представлены в виде 
схемы (рис. 2, 3). 

На следующем этапе исследования было про-
ведено генетическое типирование 9 штаммов 
основного подвида (Y. pestis ssp. pestis) выделен-
ных из 9 природных очагов (по одному штамму из 
очага): Аксайского высокогорного (231(708)), За-
байкальского степного (И1270), Тувинского горного 
(И3205), Джейранчельского равнинно-предгорного 
(КМ872(С527)), Прикаспийского песчаного (С528), 
Центрально-Кавказского высокогорного (С631), 
Волго-Уральского песчаного (М956), Приаральско-
Каракумского пустынного (А1763), Хэнтэйского ай-
мака Монголии (И3102). Штаммы основного подви-
да образовали группу из девяти геновариантов, при-
чем каждый геновариант соответствовал отдельному 
природному очагу (рис. 2). Различия ВРФ профилей 
штаммов основного подвида отмечаются в диапазоне 
700–1300 п.н. Так, у штамма из Тувинского горного 
очага присутствовали два фрагмента размером 700 и 
1100 п.н. (рис. 2, дорожка 3). ВРФ профиль штамма 
из Центрально-Кав каз ского высокогорного очага со-
держал фрагменты размером 1000 и 1200 п.н. и не 
обнаружил фрагмента 1300 п.н. (рис. 2, дорожка 4). 
Штамм из Аксайского высокогорного очага характе-
ризовался наличием большего числа фрагментов в 
области 1000–1200 п.н. (рис. 2, дорожка 1). Штамм 
КМ872 из Джейранчельского равнинно-предгорного 
очага оказался близок к штаммам кавказского под-
вида по характеру распределения фрагментов в об-
ласти 1400–1300 п.н. (рис. 2, дорожка 5, рис. 3, К). 
ВРФ профили штаммов Прикаспийского песчаного, 
Волго-Уральского песчаного и Приаральско-Каракум-
ского пустынного очагов отличались незначительно 
(наличием/отсутствием фрагмента размером около 
1000 и 500 п.н.) (рис. 2, дорожки 6, 7, 8). Штаммы из 
Монголии (рис. 2, дорожка 2) и Забайкальского степ-
ного очага (рис. 2, дорожка 9) различались ВРФ про-
филями в области 700–900 п.н. Штаммы алтайского 
подвида образовали два типа ВРФ-профилей: один 
геновариант включал штаммы из Алтайского горно-
го очага (2183, 2817, И2998, И2359, И3000), второй 
геновариант – штамм из Монголии (И3086) – отли-

чался наличием дополнительного фрагмента около 
850 п.н. (рис. 3, А). Геновариант штаммов улегей-
ского подвида из аймака Убурхангай (И3068, И3069) 
отличался от геноварианта штаммов того же подви-
да из Южно-Гобийского аймака (И3130, И3071) от-
сутствием фрагмента 1300 п.н. (рис. 3, У). Штаммы 
кавказского подвида отличаются ВРФ профилем от 
штаммов остальных подвидов иной картиной рас-
пределения фрагментов в области 1300–1600 п.н., 
при этом штамм из Зангезуро-Кара бах ского горного 
очага (1146) отличался ВРФ профилем от штамма из 
Приараксинского низкогорного очага (818) наличием 
фрагмента около 950 п.н. (рис. 3, К). Штаммы гиссар-
ского подвида (6 штаммов) и таласские штаммы (3 
штамма) показали мономорфность ВРФ – профилей 
и образуют по одному геноварианту (рис. 3, Г, Т). 

Выявленные различия в геновариантах основ-
ного и кавказского подвидов из разных природных 
очагов послужили основанием для исследования 
расширенной выборки штаммов, циркулирую-
щих в разных природных очагах с целью изучения 
распространения в них ВРФ профилей. Штаммы 
основного подвида выбраны из очагов разных ти-
пов: пустынного (Мангышлакский, Муюнкумский, 
Северо-Приаральский, Приаральско-Каракумский), 
равнинно-предгорного (Терско-Сунженский), вы-
сокогорного и горного (Верхненарынский, Сары-
джазский, Аксайский, Алайский, Тувинский), 

Рис. 2. ВРФ профили штаммов чумного микроба основного 
и алтайского подвидов (А) и схема ВРФ паттернов штаммов 

основного подвида из разных природных очагов (Б):
1 – 231(708) (Аксайский), 2 – И3102 (Монголия), 3 – И3205 

(Тувинский), 4 – КМ921(С631) (Центрально-Кавказский), 5 – КМ872 
(С527) (Джейранчель), 6 – КМ873(С528) (Прикаспийский песчаный), 

7 – М956 (Волго-Уральский песчаный), 8 – А1763 (Приаральско-
Каракумский), 9 – И1270 (Забайкальский) 

Рис. 3. Схема ВРФ паттернов штаммов чумного микроба 
неосновных подвидов:

Т – группа таласских штаммов, А – алтайский подвид, У – улегейский 
подвид, Г – гиссарский подвид, К – кавказский подвид 
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степного (Прикаспийский песчаный). В выборку 
были включены штаммы кавказского подвида из 
Присеванского горного, Ленинаканского горного, 
Зангезуро-Кара бах ского горного очагов. При изуче-
нии распределения геновариантов нами определены 
вариации ВРФ профилей штаммов чумного микро-
ба. Так, штаммы основного подвида, выделенные 
из различных природных очагов (Джейранчельский 
равнинно-предгорный, Тувинский горный, Сары-
джазский высокогорный, Муюнкумский пустын-
ный, Прикаспийский песчаный), обнаружили раз-
личные геноварианты, соответствующие отдельно-
му природному очагу. Штаммы Верхненарынского, 
Аксайского и Алайского очагов не различались и 
представляют отдельный геновариант. При геноти-
пировании 6 штаммов из Терско-Сунженского оча-
га нами выявлено два геноварианта: выделенные в 
1970 г. штаммы от блох малого суслика (относятся 
к основному подвиду) отличались наличием фраг-
ментов в областях 1300–1000 п.н. и 500–800 п.н. и 
отсутствием фрагмента 800 п.н. от штаммов, выде-
ленных в 1979 г. от обыкновенной полевки (отно-
сятся к кавказскому подвиду). Дифференцировались 
по ВРФ профилю и штаммы кавказского подвида из 
Присеванского, Ленинаканского, Зангезуро-Кара бах-
ского горных очагов. В некоторых пустынных очагах 
выявлена гетерогенность ВРФ профилей: из четы-
рех штаммов Приаральско-Каракумского очага два 
штамма (4635, 1252) были идентичны по генотипу, 
а два других (550, А1763) составили отдельные ВРФ 
профили, в Мангышлакском очаге штамм М489 отли-
чался от остальных из данного очага по двум допол-
нительным фрагментам размерами около 900 п.н. и 
800 п.н., в Северо-Приаральском очаге штамм 617 не 
имел фрагмента 1300 п.н. Таким образом, у штаммов 
Северо-Приаральского, Мангышлак ского очагов вы-
явлено по 2 геноварианта, а штаммов Приаральско-
Каракумского очага – 3 геноварианта. 

В результате проведенной работы показано, что 
каждому подвиду чумного микроба соответствуют 
строго определенные ВРФ профили. Более того, в 
большинстве случаев по ВРФ профилю можно устано-
вить очаговую принадлежность штамма. Приведенные 
результаты на молекулярно-генетическом уровне под-
тверждают справедливость деления штаммов чумно-
го микроба на подвиды и показывают неоднородность 
подвидов, коррелирующую с очаговой принадлежно-
стью. Необходимо отметить, что тестирование других 
комбинаций ферментов «детекции-вычитания» по-
зволит повысить разрешающую способность метода и 
обеспечит получение молекулярных портретов штам-
мов из всех природных очагов и мезоочагов, что по-
высит эффективность эпидемиологического монито-
ринга при установлении источника распространения 
инфекции. 
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Plague microbe strains were typed using subtracted restriction finger-
printing (SRF). Intra-species differentiation and determination of the focal be-
longing of the studied plague microbe strains was demonstrated. Strains with 
different SRF patterns circulate in some foci suggesting the possibility to use 
this genetic typing method for local outbreaks investigation.
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